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慢性皮膚炎モデルにおけるHDC 遺伝子レポーターマウスを
用いたヒスタミン産生細胞の同定

	 Reducing the rate for contact dermatitis caused by cosmetic materials is crucial in cosmetology. Histamine is one of 
the physiological substances which produce itching sensation in contact dermatitis. We generated histamine-deficient mice 
by knocking out the gene for histamine producing enzyme, histidine decarboxylase (HDC), to be used for the analysis of 
histamine activity in vivo. The mechanisms of histamine activity in contact dermatitis were analyzed in mouse model which 
was produced by the repeated ointment of trinitro-chlorobenzene (TNCB) on their back skin. The inflammation of histidine 
decarboxylasae knock out (HDC-KO) mice were milder compared to their wild type counterpart. The number of regulatory 
T cells (Tregs) in the dermis was found to be reduced by the existence of histamine. This control mechanism appeared to be 
transmitted by TGF-β1 for its positive effect on the number of Tregs.  The action of histamine is known to be transmitted 
through 4 types of histamine receptors (H 1 to H 4 ). H 1 and H 4 receptors among these receptors were pharmacologically 
found to transmit the signal of inflammation in this contact dermatitis model1). Including these information histamine is a 
key substance for producing noxious symptom in dermatological diseases e.g. chronic inflammation, would healing and 
contact dermatitis. The regulatory mechanisms of histamine synthesis, however, in their pathological contexts have not 
been completely clarified because of lack of experimental materials. We lately produced the reporter mice which produce 
fluorescent signal according to their expression of histidine decarboxylase gene. Since these gene-manipulated mice emit 
fluorescent signal when they are active in transcription of histamine-synthesizing gene, we could analyze the timing and 
source of cells for histamine production in disease model through observation of fluorescence using this reporter mice. 
Previously we generated plasmid-based reporter mice to this purpose, however, the mice were prove to be useless, since 
the emission of fluorescence was not limited to histamine producing cells. We produced lately a BAC (bacterial artificial 
chromosome)-based transgenic mice to dodge this problem. We will produce a model of contact dermatitis in the new 
transgenic mice and discuss the role of histamine producing cells in contact dermatitis.

Identification of the histamine-producing cells in chronic 
allergic contact dermatitis model using HDC-gene reporter 
mice.
Hiroshi Ohtsu
School of Engineering, Tohoku University 

1.  緒　言

　化粧品学において、皮膚の炎症は化粧品を開発していく
上において重要な問題点である。皮膚の炎症を動物レベル
で解析していくために、私たちは、trinitro-chlorobenzene

（TNCB）などのハプテンを繰り返してマウス背部皮膚に塗
布して慢性の接触皮膚炎を誘導し、表皮肥厚を起こすこと
を観察している。ヒスタミンは炎症において皮膚反応を
起こす重要な生体内アミンである。ヒスタミンの合成酵
素であるヒスチジン脱炭酸酵素（histidine decarboxylase 
HDC）をノックアウトさせたHDC-KOマウスを作製して、
この接触性皮膚炎モデルを誘導し、野生型マウスと比較す
ることによって、モデルにおけるヒスタミンの役割につい
て検討している。その結果、HDC-KOマウスに接触皮膚
炎を起こすと炎症の度合いが野生型に比較して弱く、ヒス
タミンが接触皮膚炎を悪化させていることが判明している。
その後、４種類のヒスタミン受容体（H1-H4 受容体）のうち、
特に、H1 受容体とともにH4 受容体もこのモデルにおい
て重要であり、H1 受容体阻害薬やH4 受容体阻害薬で皮

膚炎の程度が軽快することを示している 1）。ヒスタミンは
マウス皮膚において慢性炎症、皮膚創傷治癒、接触性皮膚
炎など多岐に渡り影響を与えることが報告されており、化
粧品学的にも重要であることがわかっている。
　ところがヒスタミンの生体内での産生調節機構について
は不十分な点が多い。本研究ではヒスタミン産生源を明ら
かにすべくHDC遺伝子の発現をモニターするレポーター
マウスを作製した。このマウスを使うことによって、産
生細胞および産生の調節機構を明らかにしようとしてい
る。そのためにHDC遺伝子のレポーター遺伝子を工夫し、
今回はBAC（Bacterial Artificial Chromosome）を利用し、
プロモーター領域に蛍光色素のレポーター遺伝子を繋いだ
HDC遺伝子全体を含むようなDNAでトランスジェニック
マウスを作製し、上述した皮膚疾患モデルを再現する。ヒ
スタミンは必須アミノ酸の一種であるヒスチジンから生体
内では唯一の酵素であるヒスチジン脱炭酸酵素（HDC）を
介して産生されるため、この遺伝子の発現をモニターする
ことによりヒスタミンの産生について考察することが可能
である。

2.  実　験

マウス皮膚炎モデルでの実験
　私たちはマウス皮膚にハプテンを繰り返し塗布すること
によって皮膚炎を起こし、HDC-KOマウスと野生型マウ
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スの反応と比較することにより、皮膚炎におけるヒスタミ
ンの役割について検討している1-3）。
　以前にはプラスミッドを用いたHDC遺伝子発現のレポ
ーターマウスを用意したが、このマウスはヒスタミン産
生細胞以外にも非特異的に蛍光発光をするため、その後
BACを用いたトランスジェニックマウスを作製すること
に予定を変更した。
　計画は、接触皮膚炎モデルをトランスジェニックマウス
で作製し、蛍光色素の強度と部位を病変部位で観察するこ
とである。近年Ｔ細胞、中でも制御性Ｔ細胞の皮膚アレル
ギー反応における重要性が明らかになってきており 4）、ヒ
スタミンはアレルギー反応の惹起相ばかりではなく、炎症
の感作相にも重要であることが明らかにされつつある。し
たがって、このアレルギー反応モデルにおいて感作相から
惹起相に至る反応全体の中で、ヒスタミンの産生細胞は複
数回、複数の種類の細胞に陽性にでることが予想でき、ど
の細胞のどの時相にでているかが興味深いと考えられる。
その反応において、細胞特異的な表面マーカーを染色し、
FACSにて解析し、蛍光の発光細胞の種類とその数につい
て同定する。
　さらに、ヒスタミンの反応経路において、その受容体で
あるH1 ～ H4 のうち、どの受容体を経由して皮膚疾患の
増悪がみられるのかについて、それぞれの受容体のアゴニ
ストとアンタゴニストをもちいることにより明らかにする。
これによって、どのような薬剤が皮膚のアレルギー反応の
どの時相に効果があるのかについて推測する。そして、そ
の後化粧品を塗布して同様の実験を行なうことにより、化
粧品によってヒスタミン産生細胞が出現するかどうかにつ
いての検討も進める。

3.  結　果

3. a.  BACを用いたHDC遺伝子トランスジェニック
マウスについて

トランスジェニックマウスの作製
　ヒスタミン合成酵素であるヒスチジン脱炭酸酵素（HDC）
遺伝子はマウスのChromosome 2 に存在する全長約 23kb
の遺伝子である。この遺伝子は 12 エクソンからなる遺伝
子で、エクソン 1 に既に翻訳開始点が存在するため、そ
の翻訳開始点直前よりGFP遺伝子が入るように工夫した

プラスミッドを用意する。そのためには、HDC geneの入
ったBAC（bacterial artificial chromosome）クローンを購
入し、HDC遺伝子の転写開始点より 637 番目の塩基より、
1777 番目の塩基までPCRを用いて増幅する。増幅され
たDNAをpGEM-T Easyに挿入し、クローン化する。こ
のTA vectorを、multiple cloning siteにある２種類の制
限酵素配列部位Sal IとApaIで消化すると、HDC遺伝子
のPCR増幅部位を含む断片が切り出される。切り出され
た断片を予めクローン化していたHDC遺伝子のプロモー
ター約 1kbを含むpBlue ScriptのHDCプロモーターの下
流にあるSalIおよびApaI siteに挿入し、クローン化する

（plasmid 1 と命名）。GFP（green fluorescence protein）を
multiple cloning siteに含んだ 7.1 IS GFP 3rd Versionより、
XhoIとXbaIにてdouble digestionし切り出したGFP遺伝
子を、pBlue Scriptの同様の制限酵素部位に挿入し、クロ
ーン化する。このプラスミッドのXbaI siteで再度酵素処
理し、直鎖上にしたプラスミッドをKlenowによって平端
化しておく。pBS-FRT-Neo-FRTよりKpnIとEcoRVで切
り出しKpnI siteをT4 DNA polymeraseしてこちらも平端
化したNeo遺伝子断片を、予め平坦化しておいたGFPを
含むプラスミッドにblunt end ligationし、GFPの下流に
New遺伝子が挿入されたプラスミッドを用意する。この
プラスミッドをXhoIとNotIで消化し、Klenow処理をし
て、NotI siteを平端化しておく。このDNA断片はGFPの
下流にNeo遺伝子が繋がった断片である。plasmid1 をSalI
および HincII site で消化した HDC promoter と HDC 1st 

Intronが入った断片と、GFP＋Neo断片をligationすると、
XhoI siteとSal I siteがコンカテマーであるために繋がり、
HDC promoterと HDC 1st Intron の間にGFPと Neoを含
むpBlue Scriptができ上がる。このプラスミッドをNotI 
siteで切り出すと、HDC promoterとHDC 1st Intronの間
にGFPおよびNeoを含む断片ができて、その断片とHDC
を含むBAC DNAとの間でhomologous recombinationを
起こさせる。その結果、HDC promoterと 1st Intronの間
にGFPおよびNeo遺伝子の入ったBACが完成する。この
BAC cloneの入った大腸菌をArabinose存在下で培養する
とNeo遺伝子の両端に存在下CREが互いに反応してNeo
遺伝子のないBACが完成する。完成したBAC cloneの簡
単な構造を示す（Fig. 1）。

Fig. 1  完成した HDC-GFP BAC clone
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　この、BACクローンをmouse 受精卵に打ち込みその個
体を発生させることにより、レポーターマウスが完成する。
発生してきた個体の尾からゲノムDNAを抽出し、PCR法
にて個体にGFP geneやChloramphenicol resistant gene
の存在の有無を確かめたところ、高率にBACクローンが
存在するマウスが発生してきた（Fig. 2）。

3. b.  トランスジェニックマウスの確認
3. b. 1.  遺伝子の確認
　受精卵への打ち込みにより発生した７個体の内、No 
569 とNo572 の２個体のマウスにBAC DNAが挿入され
ていることが確認された。
3. b. 2.  蛍光の確認
　次に、このレポーターマウスの各臓器の切片を用意して、
HDC産生細胞が蛍光を発するかどうかを蛍光顕微鏡にて

確認する。その結果、HDC遺伝子が発現する細胞群（脳：
TMN（結節乳頭核）細胞、胃：ECL細胞など）で、GFPが
染色されていた （Fig. 3：TMN cells 結節乳頭核、ECLエ
ンテロクロマフィン様）。
　さらにここで、脳視床下部や胃体部におけるGFP発
現は免疫染色で確認しているがHDC産生細胞と一致し
ているかどうかについて確認が必要であった。レポータ
ーマウスから摘出した胃におけるGFPとHDCの免疫染
色を遂行した。近接する切片を使ってGFPの一次抗体

（Cell Signaling Technology）と HCD の一次抗体（Acris 
Antibody）を反応させ、その後、ペルオキシダーゼを標識
した二次抗体と反応させ、DAB染色キットを用いて二次
抗体が結合した部位を褐色に発色させた。染色パターンは
GFPとHDCで一致していることが判明した。また小腸壁
での細胞においては、肥満細胞の他に、好酸球や好塩基球

Fig. 2. 初代マウスの遺伝子解析
挿入遺伝子内 GFP gene, Cam r gene の PCR による確認

Fig. 3  GFP の免疫染色
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にも蛍光の発光がみられ、現在まで考えられていた以上に
多種類の血液細胞にヒスタミンが存在する可能性が出てき
ている。このため、今後様々な病態モデルを使った実験に
おいても新たなヒスタミン産生細胞を認める可能性が高い
と考えている。

3. c.  皮膚アレルギー実験
　私たちは、TNCBを繰り返し塗布する実験系において、
通常鱗屑をともなう紅斑が起こり、皮膚の生検をすると表
皮の増殖と細胞間の浮腫および真皮の線維化および細胞浸
潤が起きていることを確認しているが、ヒスタミンを欠く
HDC（-/-）マウスではその程度が減弱することを確認して
いる（Fig. 4、参考論文より改変）。トルイジンブルーで染
色すると、肥満細胞数が減少しており、また、IL-4 の皮膚
内での濃度も優位に抑制されていた。
　また、組織中の制御性T細胞の数もCTLA-4 やFoxp3
に対する免疫染色で染色することによって計測すると、
HDC（-/-）マウスに優位に増加していることが明らかとな
った。次にTGF-㌼ 1 のレベルを、制御性Ｔ細胞の遊走に
およぼすサイトカインの代表として測定した。その結果、
HDC（-/-）マウスではTGF-㌼ 1 の組織内での濃度はノック
アウトマウスでは増えており、TGF-㌼ 1 が制御性Ｔ細胞の
遊走を促している可能性が出てきた。TGF-㌼ 1 の直接的な
影響について調べるために、毎日のTNCBの塗布の直前に、
TGF-㌼ 1 やその抗体を直接マウスの背部真皮に注射して制
御性T細胞の数を測定してみた。その結果は、TGF-㌼ 1 を
注射することにより制御性T細胞の指標となるFoxp3 陽
性細胞やCTLA-4 陽性細胞が増え、逆に、高TGF-㌼ 1 抗体
を注射することによりこれらの陽性細胞数が減弱した。ま
たBALB/cを用いた実験では、H1 受容体拮抗剤であるオ
ロパタジン、H4 受容体拮抗剤であるJNJ7777120 の作用で、
ともにTGF-㌼ 1 やFoxp3 陽性細胞が上昇していることが
分かった（Fig. 4）。
　これらの基礎的な実験を踏まえて来年度はトランスジェ
ニックマウスを用いた皮膚アレルギー実験を試行する予定

である。

4.  考　察

　ヒスタミンはアナフィラキシー様の反応を示す物質とし
て約１世紀前に発見され，研究史が長いものの、最近まで
知られているヒスタミン受容体はH1 とH2 の 2 種類のみ
であった。神経節前線維にH3 受容体が存在することは提
唱されていたが、cDNAのクローニングが発表されたのは
1999 年である。更にH4 受容体が末梢白血球から見つか
りcDNAのクローニングの報告は 2000 年である。このよ
うにヒスタミンは長い研究史があるものの、近年、分子生
物学の手法がとられるようになってから新しい機能が次々
と発見されている。皮膚の炎症において、ヒスタミンはそ
の進展に重要な影響を与え、発赤、腫脹、痒みなどを促す
起炎物質である。私たちはヒスタミン合成酵素であるヒス
チジン脱炭酸酵素遺伝子をクローンニングし、ノックアウ
トマウスを作製することによって、ヒスタミンを合成不能
なマウスを得て実験を行ない、血管新生、肉芽種の形成に
はヒスタミンの存在が重要であることと、その反応はH2
受容体を介することを明らかにした 5）。従来までは皮膚炎
はH1 受容体を介すると考えられていたがH4 受容体も重
要であることが報告された 1，6）。このように皮膚炎には３
種類のヒスタミン受容体すなわちH1、H2 およびH4 受容
体が重要であることがわかる。従って、皮膚炎におけるヒ
スタミンの作用は単純ではなく、今後、新しいトランスジ
ェニックマウスを使った実験をすることにより、ヒスタミ
ンの接触性皮膚炎における役割は、より詳細な解析が行な
える。
　皮膚アレルギーの実験系において、ハプテンを繰り返し
塗布することによって、皮膚疾患を慢性化させて、CACD

（chronic allergic contact dermatitis）のモデルとなる 7）。
制御性T細胞は免疫の恒常性維持や自己免疫反応の予防に
必要であるとともに、エフェクターＴ細胞を抑えて接触皮
膚炎を改善させることが証明されている 8）。ところが、制
御性Ｔ細胞はCACDにおける働きがよくわかってはいない。

Fig. 4 　HDC-KO マウスの慢性接触皮膚炎における
サイトカインや制御性Ｔ細胞数の増強作用（引用文献 11より改編）
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　今回の実験によって、ヒスタミンは制御性Ｔ細胞の皮膚
組織への遊走をおそらくTGF-㌼ 1 を介してコントロール
することが分かった。制御性Ｔ細胞におけるFoxp3 は炎
症の制御に重要であることはこの遺伝子の機能を無くさせ
る変異をいれたマウスでは多臓器における炎症反応が起き
ることが示されているからである 9）。制御性Ｔ細胞を動物
に外部から加えると接触性皮膚炎におけるマスト細胞の遊
走や活性を抑え、炎症性サイトカインの産生を抑制するこ
とが知られている 10）。このことは、CACDでもどうよう
に考えられ、わたしたちの今回の報告でもマスト細胞の遊
走やIL-4 のレベルが抑えられていた 11）。制御性T細胞の
抑制効果はCTLA-4 を経由している可能性があることが
CTLA-4 への抗体を使った実験で示されている 12）。気管
支喘息のモデルにおいて、制御性T細胞はIL-10 の産生を
介してTh2 細胞主体のアレルギー反応を抑えることが報
告されているが 13）、私たちもHDC（-/-）マウスではIL-10
が組織で上昇してきたことを考えると、もし同様の機構
が起きているとするとCACDの皮膚肥厚反応の抑制が
IL-10 を介して起きている可能性があると考えている。ま
た、TGF-㌼ 1 が制御性T細胞を誘導してくる際にIL-2 が
必要であることが示されており 14）、TGF-㌼ 1 を加えたマ
ウスがIL-2 が上昇してきた結果を鑑みるに、これらのサ
イトカインが相乗的に制御性Ｔ細胞を増やし、それによっ
てCACDにおいてはエフェクターＴ細胞をコンロトール
する機構も考えられる。
　本研究の中心課題は遺伝子改変マウスを用いたヒスタミ
ンの接触皮膚炎に与える影響の研究である。これは化粧品
を皮膚に塗布した際に起こりがちな接触皮膚炎をコントロ
ールするために重要な情報を提供する。私たちが作製した
新しいトランスジェニックマウスはヒスタミン合成が転写
レベルで活性化したときに蛍光を発するためこのマウスで
接触皮膚炎を起こし、蛍光顕微鏡を用いて観察すれば１）
ヒスタミン合成細胞、２）ヒスタミン合成の時期がわかる。
最近の研究によると従来知られているマスト細胞、マクロ
ファージ、神経細胞に加え、好中球、好塩基球もヒスタミ
ンを産生し、皮膚ケラチノサイト、樹状細胞からの産生報
告もある。化粧品によっては、ヒスタミン合成促進あるい
は合成抑制に働く可能性があり、基本的に合成抑制の基材
を使うように開発を進めるための動物モデルの指標になる。
以上のように、本研究課題の成果は医学的基礎知識を拡充
させるとともに、コスメトロジーにおける基材の選択に役
立たせる上でも重要な情報を提供すると考えている。

5.  総　括

　本報告ではトランスジェニックマウスの作製とその評価
および現在までの皮膚アレルギー実験の結果をまとめた。
今後、実際用意したトランスジェニックマウスを用いて、

皮膚アレルギーモデルを作製し、ヒスタミンの産生源とな
る細胞の同定を行なっていく予定である。
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